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RESUMEN

Se realiza un analisis a microscopia de luz de la intumescencia cervical del perro, desde los 20 dias de
desarrollo embrionario hasta los 2 meses de vida postnatal, a fin de determinar los cambios cito- y morfogené-
ticos que en ella se producen y. poder establecer los datos mas significativos de desarrollo cronolégico, desde
el mismo origen y evolucion de las estructuras nerviosas. Las técnicas mielinico-somaticas empleadas en
material de edades criticas nos permiten seguir paso a paso la diferenciacion neuronal y el avance de los
fendmenos de mielinizacion. en base a la apetencia transitoria que los elementos neuronales muestran al
luxol-fast-blue (colorante mielinico). en armonia con los momentos en que la neurona se integra a la dinamica
funcional de los centros nerviosos correspondientes.
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SUMMARY

An analysis with light microscopy of the cervical intumescence of the dog was carried out between the 20th
day of embryonic development and the 2nd month of postnatal life. in order to determine the cyto-and
morphogenetic changes. and to establish the most significative patterns of chronological development just from
the origin and evolution of nervous structures. The myelinic-somatic techniques used for individuals with
critical ages allow us to follow neuronal differentiation step by step, and the progress of myelinization, based
on the transitory affinity of neuronal elements for luxol-fast-blue (myelinic stain), which is related to the
moments in which neurons are integrated into the dynamics of their correspondent nervous centers.
Keywords: Spinal cord, Neuronal, Morphogenesis, Dog.

INTRODUCCION Esta cronologia de maduracion basada en la
apetencia transitoria que las neuronas presen-

Desde que KLUVER y BARRERA (1953) des- tan al luxol-fast-blue. fue puesta de manifies-

criben y utilizan su método mielinico-somatico
y. lo aplican como técnica histoquimica al co-
nocimiento de la ontogénesis. filogénesis y de-
sarrollo del S.N.C., son numerosas las lineas en
el campo de la neuroanatomia y neurohistologia
que siguen dichas pautas, aproximandose a es-
tablecer una cronologia en la maduracion de las
estructuras I'IE]'ViOSﬂS.

to por SMITH-AGREDA y FERNANDEZ-ORTEGA
(1967) y comprobada por FERNANDEZ-ORTEGA
y MESA (1972) con distintos métodos de inclu-
sion y fijadores. Con anterioridad SMITH-
AGREDA y FERNANDEZ-ORTEGA (1970) deter-
minaron el momento critico de apetencia tintorial
de las neuronas del asta ventral en la médula
cervical del embrion de pollo y, asimismo FE-
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RRES-TORRES y FERNANDEZ-ORTEGA (1973)
detectaron la reacciéon neuronal luxol-negativa
de las mismas neuronas en fases previas del
desarrollo. En astas ventrales de fetos humanos
proximos al cuarto mes, MESA et al. (1975)
analizan la maduraciéon neuronal y TORRES-
PUERTO (1981) contribuye a la maduracién neu-
ronal en la médula cervical de rata en épocas de
desarrollo postnatal.

Sobre la variante mielinica, el método de
Kliiver-Barrera, fue aplicado por FERRES-TO-
RRES y FERNANDEZ-ORTEGA (1973) al embrion
de pollo y con anterioridad por JASTRZEBSKI
(1970) en la mielinizacion de los haces espino-
cerebelosos dorsal y ventral en gatos con eda-
des fetales, juveniles y adultas.

A pesar de lo expuesto, sobre el campo de la
histogénesis medular en el perro, se encuentran
escasas referencias sobre todo en fases preco-
ces de su desarrollo. En este sentido, no debe-
mos dejar de significar, las investigaciones de
Fox (1967) sobre mielogénesis en los cordones
dorsal, ventral y lateral de la médula cervical
canina, asi como los trabajos de AGUERA y
BLANCO (1976) y VAZQUEZ-AUTON (1977) sobre
cronologia de maduracion celular y axonica so-
bre estos mismos sustratos nerviosos.

MATERIAL Y METODO

En el presente trabajo se han utilizado me-
dulas espinales procedentes de 27 perros en
distintas fases del desarrollo, tanto prenatal
como postnatal, seleccionandose de las médu-
las, la porcion correspondiente a su intumes-
cencia cervical.

Los embriones y fetos caninos se obtuvieron
mediante cesareas experimentales, y la edad de
este material fue determinada siguiendo las
pautas preconizadas por EVANS y SACK (1973)
en la cronologia del desarrollo de esta especie.
El sustrato nervioso de animales en fase de de-
sarrollo postnatal se obtuvo de diferentes ca-
madas criadas y sacrificadas previa anestesia
por inhalacion con éter etilico.

Del material fetal y postnatal se procedio a la
extraccion de la médula espinal mediante lami-
nectomias de las regiones toracica y cervical y
correspondiente seccion de los nervios espina-
les. Los embriones y las intumescencias cervi-
cales asi obtenidas, fueron fijadas en formol al
10 %, estableciéndose para su estudio los si-
guientes grupos:

Grupo PRIMERO. Embriones en edades de
desarrollo prenatal de 20 y 25 dias.

Grupo SEGUNDO. Embriones de 30 dias
de desarrollo.

Grupo TERCERO. Material medular pro-
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cedente de fetos de 45 dias de desarrollo.

Grupo CUARTO. Intumescencias cervica-
les pertenecientes a fetos con 50 dias.

Grupo QUINTO. Intumescencias cervica-
les de animales nacidos de 6, 12 y 24 horas de
vida.

Grupo SEXTO. Segmentos cervicotoraci-
cos de animales de | y 2 semanas de vida.

Grupo SEPTIMO. Intumescencias cervi-
cales procedentes de animales de 1 y 2 meses
de edad.

Fiiura 1. A, Corte transversal a nivel toracico de la
intumescencia cervical de la médula espinal de em-
brion de perro de 20 dias. Notese la iniciacion del
cierre del surco neural y la apetencia tintorial de las
paredes del canal medular. También se advierte el
ganglio espinal en emigracién y el elevado grado de
positividad de sus células. Tincion luxol-fast-blue. x
40. ac, acimulo neuronal del surco ventral; ge, gan-
glio espinal; ma, manto; ms, mt, matrices sensibles y
motoras.

FiGura 1, B. Corte transversal de la intumescencia
medular a nivel toracico de embrion de perro de 23
dias, Ademas del cierre del surco neural se advierte
una intensa apetencia tintorial de toda la pared del
tubo y de los ganglios y trayectos radiculares nervio-
s0s. Tincion luxol-fast-blue. x 40. ge. ganglio espi-
nal; ma, manto; ms, mf, matrices sensible y motora;
ne, nervio espinal; rd, v, raices dorsal y ventral del
nervio espinal.



Con posterioridad a la fijacion referida, las
muestras fueron incluidas en parafina y previo
tallado cortadas a 8 micras. Los cortes se prac-
ticaron en su mayoria de forma transversal; no
obstante, algunas piezas se cortaron transversal
y longitudinalmente.

Los cortes asi obtenidos se agruparon para
estudio en dos series, en relacion con la técnica
de tincion empleadas:

a) Tincion con luxol-fast-blue (método mo-

dificado de Kliver-Barrera).

b) Tincion de Kliiver-Barrera,

Una vez tenidas las preparaciones se proce-
di6 al montaje y estudio de las mismas, asi
como al fotografiado de los hechos mas signifi-
cativos.

OBSERVACIONES

De los estudios realizados en la primera de
las edades embrionarias (figura 1,A) debemos

FiLka 2. A y B,  Cortes trunsversales de intumes-
cencias cervicales de embriones de 30 dias. Notese la
diferencia de apetencia tintorial de la sustancia gris
respecto a la blanca, aunque sin una aparente con-
formacion de las astas ni de los cordones medulares.
Tincién Kliiver-Barrera. La barra equivale a 250 pm.
ac, acomulo neuronal del surco ventral; ed, cordén
dorsal; ge, ganglio espinal; cm, cisura media; sb, s5g.
sustancia blanca y gris; vl, cordén ventrolateral.

significar que la médula se ofrece morfologica-
mente a las secciones transversales con una
apariencia algo triangular, dado el enorme desa-
rrollo operado en las primeras etapas en las as-
tas dorsales, cierre del surco neural, asi como
por los procesos de emigracion de los ganglios
espinales. Existe apetencia por el luxol en los
territorios de matriz y manto y en el acimulo
celular del surco basal. Las comunidades celu-
lares del ganglio espinal aparecen igualmente
tenidas por el luxol. A los 25 dias (figura 1,B),
se ha completado el cierre del surco neural en
los territorios de la intumescencia cervical y
aparece una fuerte actividad tintorial en todo el
territorio de matriz y manto, al igual que en los
ganglios espinales y en los trayectos de las rai-
ces y mervios raquideos.

Las observaciones sobre especimenes de 30
dias de desarrollo prenatal (figura 2, A y B),
ponen de manifiesto una clara apetencia al luxol
por parte de la sustancia gris, mientras que la
reaccion tintorial en la zona fascicular es muy
escasa. La matriz limitante de la cavidad epen-
dimaria. el acamulo del surco basal y las comu-
nidades del ganglio espinal siguen dando reac-
¢ion luxol-positiva.

Sobre material medular de fetos de 45 dias
(figura 3, A y B) detectamos el desarrollo y
extension de las astas ventrales, aproximandose
desde esta época a la disposicion topografica
medular definitiva. Seguimos evidenciando di-
ferencias significativas, respecto a la actividad
tintorial de la sustancia gris y blanca; sin em-
bargo a mayores aumentos la apetencia tintorial
al luxol por parte de los elementos neuronales
no resulta lo marcada que se presenta.

Analizando los cortes medulares de la intu-
mescencia cervical de fetos de 50 dias (figura 4,
A-E), se detecta con nitidez la separacion entre
sustancia gris y blanca y la superficie de sec-
cion medular cada vez mas proxima a la defini-
tiva. Referente a la actividad tintorial de las
neuronas observamos, por parte de las moto-
neuronas, COmMO aparecen, en Su mayoria,
fuertemente tenidas por el luxol en su cito-
plasma y nucleolo; sin embargo, coexisten con
ellas otras neuronas que carecen de esta ape-
tencia y, unas terceras totalmente impregnadas
por el colorante. Las neuronas sensitivas, en
cambio. en esta época ofrecen menor afinidad
al luxol. La limitante de la cavidad ependimaria
aparece, al igual que en edades anteriores, do-
tada de una gran actividad tintorial. Por parte
de la sustancia blanca, la apetencia al luxol es
mayor en los cordones medulares ventrales que
en los dorsalaterales, donde se aprecia escasa
retencion del colorante a nivel del tracto corti-
coespinal lateral y del fasciculo gracil, mientras
que el fasciculo cuneado aparece mas aparente.

79



FiGURA 3, Ay B. Cortes transversales pertenecientes a la intumescia cervical de fetos con 45 dias de desarrollo.

En A y B se pone de manifiesto la mayor capacidad tintorial de la sustancia gris y una aparente conformacion de las

astas. Tincion luxol-fast-blue. La barra equivale gizso um. ge, ganglio espinal; rd, raiz dorsal; sb, sg. sustancia
anca y gris.

En las muestras pertenecientes al grupo V
(animales de 6. 12 y 24 horas de vida ( (figura 5,
A-E), los resultados podrian definirse, en lineas
generales, como una secuencia de los anterior-
mente expuesto. Efectivamente. entre otras,
seguimos observando una fuerte apetencia al
luxol por los cuerpos neuronales. el mayor de-
sarrollo de la sustancia blanca y la menor afini-
dad tintorial de los tractos corticoespinal lateral
y fasciculo gracil.

En el material medular (intumescencias cer-
vicales) de animales de | y 2 semanas de vida
(figura 6). resulta especialmente significativo la
elevada apetencia-al luxol por parte de la sus-
tancia blanca.. hecho éste gue nos expresa su
alto grado de mielinizacion; mientras que por
parte de las neuronas ya sean motoras o sensi-
tivas se aprecia una actividad cromatica que se
va extendiendo por todo el cuerpo neuronal.

Al analizar el altimo grupo de estudio (ani-
males de 1 y 2 meses de vida), observamos en
las intumescencias procedentes de animales de
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| mes (figura 7, A-C). una maduracion total,
con una organizacion definitiva de las astas
ventrales y dorsales y mielinizacién de la sus-
tancia blanca, como nos lo demuestra la gran
apetencia al luxol que presentan las vias moto-
ras y sensibles medulares, las cuales aparecen
ya configuradas conforme a la disposicion to-
pografica del diseno convencional de seccion
transversal que caracteriza a la especie en estos
niveles medulares. Notese a este respecto que
el tractocorticoespinal lateral y el fasciculo gra-
cil estan tintorial y topograficamente definidos.
A la edad de referencia se pierde la actividad
tintorial por parte de las paredes que limitan la
cavidad ependimaria y aparecen neuronas gue
han perdido su actividad cromatica junto a neu-
ronas luxolpositivas. A los 2 meses de edad (fi-
gura 8, A y B), las caracteristicas estructurales
son similares a las de la edad anterior, desde el
punto de vista tintorial se produce una falta to-
tal de apetencia al luxol-fast-blue tanto por
parte de las motoneuronas como de las neuro-



FIGURA 4, Ay B. Secciones transversales de la intumescencia cervical de fetos (50 dias) de perro. Se observa la

disposicion tipica de las astas medulares y el escaso grado de mielinizacién a nivel de fasciculo gracil y del tracto

corticoespinal lateral. Tincion luxol-fat-blue y Kliiver-Barrera. La barra equivale a 100 pm. cel, tracto corticoespi-
nal lateral; cu, fasciculo cuneado; gr, fasciculo gracil.

nas sensitivas, asi como la falta de actividad
tintorial que seguimos observando en las pare-
des limitantes de la cavidad ependimaria.

DISCUSION

En las fases mas precoces de nuestro estudio,
edades embrionarias de 20 a 30 dias de desarro-
llo prenatal, hemos visto que se asiste al cierre
del tubo neural en los niveles de la intumescen-
cia cervical que analizamos. Si anadimos a esto
la evidente apetencia por el luxol de las placas
matrices y de los elementos celulares del gan-
glio espinal y que es mucho mas discreta en los
sutratos del manto y totalmente ausente en la
zona fascicular, se deduce a priori una jerarqui-
zacion de actividades proliferativas que ya fue-
ron tratadas por AGUERA y BLANCO (1976) y
VAZQUEZ-AUTON (1977). Por otro lado. debe-
remos resaltar que la no retencion a nivel de la
zona fascicular del colorante en edades embrio-
narias de 30 dias no significa la ausencia de
mielina ya que esta fue puesta de manifiesto

ultraestructuralmente en los mismos sustratos
por VAZQUEZ-AUTON y BLANCO-RODRIGUEZ
(1983).

A los 45 dias de desarrollo prenatal debemos
resaltar un alto grado de diferenciacion neuro-
nal, mucho mas manifiesto a los 50 dias como
lo demuestra la fuerte apetencia por el luxol-
fast-blue que tienen los cuerpos neuronales, esta
correspondencia selectividad tintorial-diferen-.
ciacion celular ya fue demostrada por SMITH-
AGREDA y FERNANDEZ-ORTEGA (1969-70) en
médula de embrion de pollo. Estos hechos
coinciden precisamente con los inicios de mie-
linizacion, como lo demuestra la positividad al
luxol de la sustancia blanca, sobre todo a los 50
dias de desarrollo prenatal, ya que como pone
de manifiesto TORRES-PUERTO (1981) la apeten-
cia neuronal al luxol supone la sintesis en el
pericarion de proteinas mensajeras que inducen
a la oligodendroglia a la mielinizacion axonica,
Por parte de los cordones dorsales hemos no-
tado el menor grado de mielinizacion alcanzado
por el fasciculo gracil y por el tracto corticoes-
pinal lateral. coincidiendo estas observaciones



FiGura 4, C-E.  Detalle en C de la apetencia al luxol por parte de las neuronas de la columna ventral gris. EnD se

pone de manifiesto el escaso grado de mielinizacion del tracto corticoespinal lateral. En E se observa una fuerte

apetencia tintorial en la limitante de la cavidad ependimaria. Tincion luxol-fast-blue. La barra equivale a 22 pm,
Ep.., cavidad ependimaria; cel, tracto corticoespinal lateral.

82



FiGura 5, A. Corte transversal de intumescencias

cervicales de perro con 12 horas. Se observa apetencia

tintorial a nivel neuronal. Tincién luxol. La barra equi-
vale a 100 pm,

FiGURA 5, B. Seccion transversal de la intumescencia
cervical de perro de | dia de desarrollo postnatal, Tin-
cion Kliuver-Barrera. La barra equivale a 160 pm.

con las de Fox (1967). En médula canina y las de
NIEBROJ-DOBOSZ et al. (1980) en médula cervical
humana.

Los criterios discutidos dltimamente son ex-
trapolables a la conducta tintorial y prolifera-
tiva de centros y vias correspondientes a mate-
rial medular de animales de 6, 12 y 24 horas de

edad. Asi. en edades postnatales de 1 y 2 sema-
nas asistimos a unas fases basicamente morfo-
genéticas y de concrecion topografica de ni-
cleos y vias, como lo ponen de manifiesto las
intensas mielinizaciones coincidentes con las no
menos fuertes reacciones cromaticas por parte
del gradiente neuronal, hecho que coincide con
las observaciones de Fox (1967) en la misma
especie. aunque tras usar distinta técnica de
tincion.

El material medular de las altimas edades
consideradas, es decir. el procedente de ani-
males de 1 y 2 meses de edad nos ha servido
para comprobar. entre otros, los siguientes he-
chos: por un lado. el agotamiento de las activi-
dades proliferativas de los restos matrices,
como lo demuestran las reacciones tintoriales a
estos niveles; por otro, el cese de las activida-
des en desarrollo y evolucion de los elementos
neuronales que dan cuenta de una incorpora-
cion propia de los centros y vias nerviosas,
como asimismo lo demuestran las conductas a
los colorantes especificos. Asi, es caracteristica
la falta de actividad cromatica en general por el
luxol (sobre todo a los dos meses de desarrollo
postnatal) no solamente de los elementos so-
méticos integrantes de las astas. sino también
de las paredes limitantes de la cavidad ependi-
maria. Es evidente que esta negatividad tinto-
rial haya de guardar estrecha relacion con el
alto grado de maduracion que preside en los
cordones dorsal. ventral y lateral como lo ex-
presa el hecho de que el luxol actie tGinicamente
como colorante mielinico sobre estos sustratos,
asi como sobre las fibras de la columna gris
dorsal y ventral, y pierda precisamente ahora
su actividad somatica.
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FIGURA 5. C-E. Detalle de astas ventrales, dorsales y cavidad ependimaria. Se observa apetencia neuronal al
luxol y actividad tintorial en la limitante ependimaria. Tincién luxol-fast-blue. La barra equivale a 22 pm.
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FiGura 7. A, Corte transversal de la intumescencia de perro de | mes de edad, en el que se advierte la

organizacion de las astas ventrales y dorsales y la fuerte mielinizacion de la sustancia blanca. Aparecen conforma-

dos y diferenciados los tractos corticoespinales laterales y los fasciculos gracilis. Tincion luxol-fast-blue. La barra
equivale a 166 pm. cel, tracto corticoespinal lateral; gr, fasciculo gracil.

FiGura 7, By C. En B se advierte la conducta tintorial de las neuronas del asta ventral y en C la pérdida de
afinidad tintorial en la limitante ependimaria. Tincion luxol-fast-blue. La barra equivale a 22 um.
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FIGURA 8, A, Seccion transversal de la intumescencia cervical de perro de 2 meses de edad. Tincion Kliver-Ba-
rrera. La barra equivale a 166 pm.

FiGura 8, B.  Detalle a nivel de astas ventrales de la intumescencia cervical de perro de 2 meses. Se aprecia una

falta de actividad tintorial por parte de los elementos neuronales. Tincion luxol-fast-blue. La barra equivale a 22
Hm.
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